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Resumen

La piscicultura marina es un campo productivo de alto interés comercial.
Particularmente, en México se cultiva el atan y el jurel. No obstante, las
condiciones de los cultivos masivos, confinados en volumenes reducidos
promueven la llegada de infestaciones parasiticas, como es el caso de los
problemas causados por la Clase Monogenea. Las medidas de control actuales
consisten en bafios con agua dulce o peréxido de hidrogeno, o bien con el uso de
antihelminticos como el praziquantel. Dicho farmaco con un alto efecto contra los
monogeéneos, sin embargo, su hidrofobicidad, farmacocinética y las propiedades
organolépticas que presenta limitan su aplicacion en el medio marino a cultivos de
peces. Las nanoparticulas lipidicas representan una alternativa viable para la
administracion de farmacos por la via oral, protegiendo al farmaco y reduciendo la
dosis administrada gracias a la liberacion sostenida de sustancias incorporadas. El
objetivo del presente trabajo fue desarrollar, caracterizar y evaluar una formulacion
de praziquantel incorporado a nanoportadores lipidicos. Utilizando la técnica de
ultra-sonicacion se obtuvieron nanoparticulas de acido estearico y aceite de
higado de bacalao, con un diametro de ~200 nm (Pdl = 0.2 £0.02; pZ = 30 +2). La
eficiencia de encapsulacion del praziquantel en los nanoportadores lipidicos fue de
87 % =3, calculada por la validacion del método de cuantificacion mediante
espectrofotometria UV-Vis. La presencia del farmaco dentro los nanoportadores
de comprob6 mediante el analisis de FT-IR, mientras que la forma de la estructura
fue observada con microscopia electronica de barrido. La formulacion fue
incorporada a alimento comercial y se realiz6 un ensayo de aceptacion por parte
de jureles (Seriola rivoliana), del cual se obtuvieron resultados favorables
administrando una dosis de 50 mgkg PC, pero sin ninguna diferencia significativa
entre el tratamiento de praziquantel encapsulado y el de praziquantel libre. La
actividad antihelmintica de los alimentos producidos para el ensayo de
palatabilidad fue evaluada in vitro contra parasitos monogéneos del género
Neobenedenia extraidos de peces infectados, se observaron las variables de
desprendimiento de la superficie y huevos producidos durante 18 h para comparar
los tratamientos, el andlisis estadistico mostrd diferencia significativa con respecto
a los huevos producidos entre los tratamientos con praziquantel y los que no
contenian el farmaco, cabe mencionar que no hubo diferencia entre el tratamiento
de praziquantel libre en el agua de mar y encapsulado, lo que prueba la
efectividad de la formulacién. Por lo anterior, el uso de nanoparticulas lipidicas
cargadas con praziguantel es una alternativa potencial para el control de
infestaciones de Neobenedenia sp. en cultivos de S. rivoliana.

Palabras clave: Monogenea, Tratamiento, Acuicultura
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Summary

Marine fish farming is a productive field of high commercial interest. Particularly, in
Mexico the genera Thunnus and Seriola are cultivated. However, the conditions of
massive crops, confined in small volumes, promote parasitic infestations, as is the
case of the problems caused by Monogenea. Current control treatments consist of
baths with fresh water or hydrogen peroxide, or with the use of anthelmintic drugs
such as praziquantel. This drug has a high effectivity against Monogenea,
however, its hydrophobicity, pharmacokinetics and organoleptic properties limit the
application to fish crops in the marine environment. Lipid nanoparticles represent a
viable alternative for oral administration of drugs, protecting the drug and reducing
the dose administered thus the sustained release of incorporated substances. The
aim of this work was to develop, characterize and evaluate a formulation of
praziquantel incorporated into lipid nanocarriers. Using the ultrasonication method,
stearic acid and cod liver oil nanoparticles were obtained, with a diameter of ~ 200
nm (Pdl = 0.2 £ 0.02; pZ = 30 £ 2). The encapsulation efficiency of praziquantel in
lipid nanocarriers was 87 % + 3, calculated by the validation of the quantification
method by UV-Vis spectrophotometry. The presence of the drug within the
nanocarriers was checked by FT-IR analysis, while the shape of the structure was
observed with scanning electron microscopy. The formulation was incorporated
into commercial food and an acceptance test was carried out with Seriola rivoliana
fishes, which favorable results were obtained by administering a dose of 50 mgkg
BW, but without any significant difference between the treatment of encapsulated
praziquantel and that of free praziquantel. The anthelmintic activity of the food
produced for the palatability test was evaluated in vitro against monogenic
parasites of the genus Neobenedenia extracted from infected fishes, the variables
of surface shedding and eggs production(during 18 h) were observed to compare
the treatments, the statistical analysis showed significant differences with respect
to the eggs produced between treatments with praziquantel and those that did not
contain the drug, it should be mentioned that there was no difference among the
treatments of free praziquantel in seawater and encapsulated, which proves the
effectiveness of the formulation. Therefore, the use of lipid nanoparticles loaded
with praziquantel is a potential alternative for the control treatment against
infestations of Neobenedenia sp. in cultures of S. rivoliana.

Key words: Monogenea, Treatment, Aquaculture
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1. INTRODUCCION

1.1 Acuicultura

La acuicultura es una actividad que tiene como objetivo la obtencién de productos
acuaticos por medio de ambientes controlados y constantemente, busca optimizar
la eficiencia en rendimiento y calidad. Asi mismo tiene alto potencial socio-
econdémico al generar empleos y de bajo impacto para el ambiente. En la practica
deben seguirse planes de manejo para evitar cambios en el hébitat; en dichos
planes de incluye el control de la liberacion de antibi6ticos que puedan promover
resistencias en patdgenos o en su defecto, afectar a las especies nativas no
aprovechables (Avilés-Quevedo y Castell6-Orvay, 2004; Borja, 2002; Grossi-
Dopico, 2010; Martinez-Porchas y Martinez-Cordova, 2012; Ottinger et al., 2016;
Primavera, 2006). Actualmente, los productos acuicolas incluyen algas, moluscos,

crustaceos y peces, tanto de agua dulce como de agua marina.

1.1.1 Laimportancia de la acuicultura a nivel mundial

La FAO reporta que la acuicultura es la actividad con mayor tasa crecimiento entre
los demas sectores de produccién de alimentos. En 2016, 37 paises produjeron
mas peces de los que capturaron del medio natural. La produccién acuicola
mundial llegdé a 110.2 millones de toneladas, 80 de ellos pertenecientes a
productos comestibles, representando el 41% de la produccién pesquera anual.
Del total de especies comestibles, 54.1 millones de toneladas corresponden a los

peces, teniendo un valor calculado de 138 500 millones de ddlares (FAO, 2018).



1.1.2 La piscicultura en México

La acuicultura en México es definida, desde 1923, como “el aprovechamiento de
las aguas y riberas para la cria y reproduccion de animales” (INAES, 2018). Desde
tiempos prehispanicos, la cultura maya y la azteca manejaron cuerpos de agua
para la produccion de peces con el uso de chinampas en el centro del pais y el
aprovechamiento de cenotes en la peninsula de Yucatan (Vega-Villasante y
Cupul-Magana, 2014). A finales del siglo XIX y hasta mediados del XX, estaba
enfocada hacia el beneficio social, dirigida a la repoblacion de cuerpos de agua
dulce en zonas rurales, con tilapias, bagres y truchas (especies autdctonas e
importadas) en el centro del pais (Cupul-Magafia y Cifuentes-Lemus, 2016; Ibafiez
et al., 2011; Pedini Fernando-Criado, 1984). Durante la década de 1980, hubo un
aumento continuo en la produccion acuicola, sin embargo, de 1990 al 2000 la
produccién se detuvo y en algunos casos retrocedid, segun la FAO (2019) debido
a carencia de fondos para infraestructura.

Aunque esta actividad comenz6 y se diversificO con especies de agua dulce, a
finales de 1980 inicia la piscicultura marina con la engorda y estudios biol6gicos
de especies de alto valor comercial, por ejemplo Trachinotus paitiensis, Paralabrax
maculatofasciatus, Lutjanus spp., Totoaba macdonaldi y Epinephelus morio
(Avilés-Quevedo, 2000; Vega-Villasante y Cupul-Magafia, 2014), cabe mencionar
que en 2015 y 2016 la mayor parte de la produccion anual acuicola provino del
mar (FAO, 2019). La piscicultura en mares mexicanos nace en 1997, con el cultivo
de atln en Baja California, siendo hoy en dia la primer industria a nivel nacional en
cuanto a produccion y estaciones de cultivo, seguida por el jurel (Seriola spp.),del
cual, en el afio 2000, el 64% de la captura nacional (2000 ton) se registro en la
peninsula de Baja California; en ese mismo afio comenzo la engorda de alevines
capturados, y fue hasta 2014 que se establecié la cria larvaria de S. lalandi,

cubriendo las necesidades de semilla a la que se enfrenta la maricultura desde su



inicio en México (Avilés-Quevedo, 2000; Avilés-Quevedo y Castell6-Orvay, 2004;
Martinez-Matus, 2016).

1.2 El pez fuerte Seriola rivoliana

Reino: Animalia; Phylum: Chordata; Subphyilum: Vertebrata; Clase: Actinopterygii;
Orden: Perciformes; Familia: CARANGIDAE; Género: Seriola; Especie: S.
rivoliana (Froese y Pauly, 2019).

Pez de cuerpo robusto, alargado, fusiforme y algo comprimido lateralmente, dorso
color olivo oscuro y el vientre blanquecino; pedunculo caudal con hendiduras
arriba y debajo; dos aletas dorsales muy juntas, la primera corta y baja, con 7
radios duros, y la segunda larga, con 1 radio duro y 27 a 33 blandos; aletas
pectorales mas cortas que las pélvicas; linea lateral sencilla, sin escudetes; es
pelagico y forma cardimenes, que se distribuyen desde E.U.A. hasta el norte de
Argentina; es una especie carnivora (Froese y Pauly,2019; Ictioterm, 2013;
Sinche-Chele et al.,2009).

Actualmente, S. rivoliana esta en el foco de productores e investigadores debido a
su rapido crecimiento, su alto valor comercial, la tolerancia al confinamiento en
jaulas flotantes y, a su aceptacién de alimento seco (Burgoin-Cota, 2015; Grossi-
Dopico, 2010;Quifiones-Arreola et al., 2015; Roo et al., 2010; Roo et al., 2014),
caracteristicas que lo vuelven un producto factible para el cultivo, al igual que lo
son S. quinqueradiata en Japdn y Taiwan, S. dumerili en Japon, Arabia Saudita,
Corea, el Mediterrdneo y Vietnam, S. lalandi en Japon, Norte y Sur América,
Australia y Hawaii, y S. mazatlana en Norte y Centro América (Sicuro y Luzzana,
2016; Symonds et al., 2015).La importancia de este recurso como especie
comercial ha promovido la investigacion para optimizar su produccion, recopilando
informacion sobre su ciclo reproductivo, tasa de crecimiento, alimentacion y
patologias mas frecuentes (Grossi-Dopico, 2010; Benitez-Hernandez et al., 2017;

Quifiones-Arreola et al., 2015; Medrano-Reyes, 2014; Reyes-Becerril et al., 2017,



Roo, 2014; Smith-Vaniz, 2002). Este ultimo punto es de suma importancia, debido
a que la alta densidad de cultivo promueve la proliferacién de parasitos (Fuentes-
Z. et al., 2009), entre ellos bacterias, virus y helmintos, u otros parasitos
oportunistas que pueden afectar la produccion (Balbuena-Rivarola et al., 2011).

Actualmente, los parasitos pertenecientes a la Clase Monogenea son un grave
problema para el cultivo de peces, ya que por su baja especificidad, ciclo de vida
directo (razon por la que se le atribuye el nombre), alta fecundidad y huevos
fuertes, han disminuido considerablemente la produccion de varias especies
alrededor del mundo (Dinh-Hoai y Hutson, 2014; Flores-Crespo y Flores-Crespo,
2003; Trujillo-Gonzélez et al., 2015; Williams et al., 2007). Bajo este contexto, el
objetivo del presente trabajo fue desarrollar una alternativa para el control de
monogéneos pertenecientes al género Neobenedenia, usando como hospedero a

peces de S. rivoliana.



2. ANTECEDENTES

2.1 Indicadores de salud de peces

La seguridad alimentaria, aunada con temas éticos y econdmicos, es
indispensable tanto para consumidores como productores, por ello y para
estandarizar la calidad del producto, se propone el uso de indices de salud de los
cultivos (Muller-Graf et al., 2007). Los parametros que se evaltuan son clasificados
de acuerdo al alojamiento, a la alimentacién y al procesamiento de los peces
(Peeler et al., 2007; Villarroel, 2012), sin embargo, los valores de cada parametro
varian, ya que son adaptados al tipo de sistema utilizado para la produccion v,
debido a que cada especie tiene diferentes requerimientos en cuanto a capacidad
de carga y tipo de alimentacion. Para clasificar e identificar el bienestar animal en
los cultivos acuicolas se realizan analisis de riesgo basados en indicadores
operativos, los cuales ayudan a priorizar las medidas de manejo desde el inicio, ya
sea engorda de juveniles capturados del medio natural o incluso desde la
produccion de larvas; estos pueden ser cualitativos, cuantitativos y/o semi-
cuantitativos (Muller-Graf et al., 2012). Particularmente, para determinar la salud
de los peces, se deben observar caracteristicas en el cultivo, por ejemplo la
condicion de aletas, las lesiones en la piel, la incidencia de erosiéon en aletas, la
incidencia de deformaciones y de enfermedades, y el indice de mortalidad(Botreau
et al., 2007). La tabla | tomada del manual basico de sanidad piscicola propuesto
por el Ministerio de agricultura y ganaderia de la FAO (Balbuena-Rivarola et al.,
2011) muestra la comparacion de los signos mas notorios entre los peces sanos y
enfermos.

Las enfermedades en los cultivos pueden ser de tipo no infecciosas (causadas por
pH, mala calidad de agua, nutricion inadecuada, toxinas y dafios mecéanicos) o

infecciosas (bacterias, virus, hongos e invertebrados).



Tabla I. Diferencias en el comportamiento y la apariencia fisica externa de un pez
sano y de un enfermo. Tomada de Balbuena-Rivarola et al. (2011).

Aspecto a considerar

Pez sano

Pez enfermo

1. Natacion

2. Consumo de alimento

3. Reaccion de fuga

4. Coloracion

5. Piel

6. Ojos

7. Branquias

8. Aletas

9. Ano y papilas genitales

Normal (caracteristico de cada
especie)

Voracidad caracteristica de la
especie. Sea en superficie o
enfondo, con actividad
estimulada en los horarios de
rutina de alimentacién

Responde a ruidos y estimulos

Pigmentacion definida de
acuerdo con la especie

Suave, sin descamacidon ni
hematomas, con secrecion de
mucus

Brillantes con cornea
transparente

Con una coloracién rojo brillante
y con lamelas completas

Integras, sin hemorragias
subcutdneas, ni presencia de
parasitos

No deben presentar hemorragias
ni estar congestionadas

Irregular, erratico, puede ser
dando giros, con hundimiento de
costado en la superficie

No consume alimento o queda
volumen importante de alimento
no consumido

No responde a los ruidos al

acercarnos al estanque

Colores claros en caso de
anemias, falta de oxigeno vy
oscurecimiento en algunas
enfermedades infecciosas

Petequias (puntos hemdticos),
descamaciones evidentes; Ulceras
o hematomas con hiper-secrecion
de mucus

Opacos

Coloracién rosa palido, ciandtica,
hemorragicas, con lamelas
discontinuas, con lesiones o con
presencia evidente de parasitos

Con  heridas
aparentes, con
parasites adheridos

y/o lesiones
presencia de

Salientes
hemorragias

con signos de

Especificamente, en las jaulas de engorda para peces marinos la mortalidad
puede ser efecto de cuatro factores principales: 1) dafios fisicos a los peces por el
mal manejo y el contacto con las redes, 2) altos niveles de contaminantes en el
agua, 3) mala alimentacion-nutricion y 4) enfermedades (Flores-Crespo y Flores-
Crespo, 2003; Marchand et al., 2012; Nakada, 2008).



2.2Agentes parasitarios en piscicultura

A consecuencia del cultivo intensivo y las malas practicas de manejo,
frecuentemente se rompe el equilibrio entre patégeno-hospedero, ocasionando la
apariciéon de enfermedades infecciosas y parasitarias (infestaciones), las cuales
reducen el crecimiento, la tasa de fertilidad, y por ende la produccion, pues
también aumenta la mortalidad en los sistemas (Scholz, 1999; Timi y Mackenzie,
2015).

Los tipos de parasitos se distinguen segun su la relacién con el hospedero; en
cuanto a la prevalencia se clasifican en parasitos temporales “(que solo viven en el
pez para alimentarse) y los permanentes; y dependiendo de la regién del pez en la
gue se resguardan podremos llamarlos endoparasitos, es decir que viven en el
interior como es el caso del virus causante de la viremia primaveral de la
carpa(SVC) (Ahne et al., 2002), las bacterias del género Streptococcus(Mishra et
al., 2018), e incluso helmintos, entre los que podemos encontrar especies que
afectan a la salud publica, técnicamente llamados zoondticos (Murugami et al.,
2018; Khalil et al., 2014);0 bien, ectoparasitos a los que se localizan en la
superficie del hospedero, por ejemplo pequefios crustaceos, protozoos, y también
helmintos (Balbuena-Rivarola et al., 2014) cuyas infestaciones provocan pérdidas
considerables a nivel mundial (Flores-Crespo y Flores-Crespo, 2003).
Particularmente, los monogéneos afectan cultivos alrededor del mundo,
mayormente en aguas tropicales y subtropicales, sin embargo, se han encontrado

en las aguas templadas en Europa.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahne%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12553453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mishra%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29754470

2.3Infestaciones de Neobenedenia sp.

Los monogéneos ectoparasitos representan un peligro para la piscicultura, ya que
infectan una amplia gama de cultivos, tanto en agua dulce como marina, debido a
esto se han desarrollado y evaluado varias estrategias que contrarresten las
pérdidas ocasionadas por estas infestaciones (Benavides-Gonzalez et al., 2014;
De Lima Boijink et al., 2015; De Oliveira et al. 2016; Ekanem y Brisibe, 2010;
Hutson et al., 2012; Williams et al., 2007; Yamamoto et al., 2011).

Particularmente Neobenedenia spp., un complejo de monogéneos de la familia
Capsalidae, ha representado un grave problema para los acuicultores a nivel
mundial, ya que sujetandose a la piel del hospedero se alimenta del mucus vy las
células epiteliales, promoviendo la pérdida de sangre, falta de apetito,
debilitamiento y hasta la muerte del hospedero (Hirazawa et al., 2016; Wittington,
2004).

2.4 Manejo y control de infestaciones parasitarias

Los métodos de control utilizados en infestaciones por ectoparasitos, consisten en
bafios con agua dulce o en soluciones de diferentes solventes, sin embargo son
laboriosos y, generan estrés en los peces el cual también aumenta la mortalidad
en el cultivo (Flores-Crespo y Flores-Crespo, 2003; Fuentes-Z.et al., 2009;
Williams, 2009). Una alternativa para controlar las infestaciones causadas por
Neobenedenia sp. es la administracion de tratamientos farmacéuticos como el uso
de praziquantel (PZQ) (Hirazawa et al., 2013; Morales-Serna et al., 2018; Williams,
2009). Williams et al. (2007) usaron dicho farmaco en el control de Benedenia
seriolae (Monogenea) en cultivos de S. lalandi y compararon dos vias de
administracion, obteniendo mejores resultados con la canula gastrica, que con el
uso de alimento seco recubierto con el farmaco. Los investigadores concluyeron
gue el PZQ modifica el sabor del alimento, volviéndolo poco atractivo al paladar de

los peces, mismo resultado obtenido por Forwood et al. (2013) al querer controlar



a Lepidotrema bidyana en cultivos de Bidyanus bidyanus, un pez de agua dulce.
Particularmente, el PZQ se enfrenta a varias barreras para llegar y actuar de
manera eficiente en la piel o mucus de los peces; en primer lugar, su naturaleza
lipofilica dificulta su administracién; asi como la dinamica del agua, desde el punto
de vista ecologico puede causar estragos a fauna no infecciosa; considerando su
farmacocinética, es absorbido a nivel estomago en un 80% y degradado en su
mayoria por reacciones del metabolismo de fase | (Le, 2017; Tubbs y Tingle,
2006),no0 se debe dejar de lado el caracter organoléptico que confiere este
farmaco, lo cual vuelve su administracion via oral, si no obsoleta, si ineficiente
para el suministro de PZQ en el control del parasito en cuestion en cultivos en mar
abierto. Por lo anterior explicado, es interesante encontrar la manera de
suministrar sustancias en peces de cultivo por via oral, con métodos que reduzcan
el estrés y anulen el tiempo de manipulacion (Williams, 2009), para asi controlar
infestaciones provocadas por monogéneos que afectan la produccion, sin dafiar el

ambiente en el que se desarrollan.

2.5 Uso de la nanotecnologia en parasitologia veterinariay médica

En su revisién sobre el progreso del uso de la nanotecnologia, Shaalan et al.
(2016), definen a la nanotecnologia como el estudio de la produccién y
aprovechamiento de particulas nanométricas. Recientemente, el estudio sobre las
nanoparticulas como sistemas transportadores, protectores y liberadores de
sustancias activas, ha ido en aumento dentro de los campos de la industria
farmacéutica y la biomedicina (Ping et al., 2016; Rivas-Aravena et al., 2015),ya
que confieren al farmaco, o cualquier sustancia que se desee suministrar (i.e.
insecticida, antioxidante, plasmido, antibidtico, fungicida), la capacidad de llegar al
objetivo sin sufrir pérdida de efectividad, ya sea por labilidad, dosis inadecuada,
desnaturalizacion de moléculas, incompatibilidad con el medio y, demas

problemas que presentan los vehiculos de mayor tamafo, cabe sefialar quelas
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particulas que oscilan entre 120 y 200nmrara vez se someten a la eliminacion en
la sangre por el sistema reticulo-endotelial, es decir, evitan las filtraciones de
higado y bazo (Das y Chaudhury, 2011; Ribeiro de Souza et al., 2012; Shaalan et
al., 2016).

La nanotecnologia otorga nuevas soluciones a problemas del pasado, aplicada en
el diagnostico, terapia animal, produccion de vacunas, desinfectantes, promotores
de reproduccion e incluso en nutricidon animal. El reemplazo del uso de métodos
convencionales con el uso de nanoparticulas se ha reflejado directamente en la
salud publica, pues reduce los problemas de resistencia a antibiéticos por lo que
se administra menor cantidad de farmacos, lo que se traduce en menor cantidad
de residuos en leche y carne, y por consecuencia un alto impacto economico (El-
Sayed y Kamel, 2018).

2.6Nanoparticulas lipidicas

La técnica mas accesible y menos invasiva para el suministro de farmacos es la
via oral. Sin embargo las limitantes para aplicar farmacos lipofilicos, como es el
caso del PZQ, son varias incluyendo baja estabilidad en el medio gastrointestinal,
poca permeabilidad transmembranal y metabolismo rapido. Por ello, es necesario
encontrar matrices que faciliten el transporte de este tipo de activos para
aprovecharlos de manera eficiente (Das y Chaudhury, 2011; Kolenyak dos Santos,
2014; Talegaonkar y Bhattacharyya, 2019).El tipo de nanoparticulas utilizadas
depende principalmente de la naturaleza quimica de la sustancia a encapsular. En
el caso particular del PZQ, por ser de caracter lipofilico, conviene formular
nanoparticulas que puedan incorporar moléculas no polares y, a su vez estar
provistas de una superficie que interactiue con el medio polar al que se pretende
suministrar.

Desde hace tres décadas, se han utilizado distintos tipos de matrices y métodos

para fabricar vehiculos que permitan la administracion de farmacos hidrofobicos,
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entre los que podemos mencionar a las nanoparticulas poliméricas, las micelas y
los liposomas; sin embargo, estos sistemas coloidales estan asociados a
desventajas como: su limitada estabilidad fisica, agregacion, baja retencion del
farmaco al almacenarse, presencia de residuos de disolventes organicos en el
producto final y citotoxicidad (Talegaonkar y Bhattacharyya, 2019).

Recientemente, se ha estudiado y evaluado el uso de nanoparticulas lipidicas
como vehiculos de sustancias hidrofébicas, ya que estan compuestas por
productos de bajo costo, de facil alcance y no toxicos; ademas se utilizan técnicas
simples para su fabricacion, las cuales pueden ser llevadas facilmente a escalas
mayores de produccion (Mdller et al., 2002; Ribeiro de Souza et al., 2014;
Talegaonkar y Bhattacharyya, 2019; Tamijidi et al., 2013). Cabe mencionar que los
lipidos pueden promover la absorcidon oral de los farmacos encapsulados
mediante la captacion linfatica selectiva, lo que facilita el transporte sin pasar por
el proceso digestivo (Gaba et al., 2015; Mishra et al., 2014).Dependiendo de las
interacciones que los componentes del sistema puedan tener, la estructura de los
nanoportadores lipidicos se clasifica en tres tipos: 1) imperfecta, se refiere a la
disposicion de cristales imperfectos formados por la uniéon de cadenas del lipido
sélido o la combinacién de varios compuestos, ya sea de cadenas saturadas y/o
insaturadas, dispuestos en una matriz irregular donde el farmaco se localiza; 2)
amorfa, que pueden ser formadas por la mezcla de lipidos sélidos con lipidos
especiales como el isopropilmiristato; se trata de particulas con una matriz no
cristalizada, pero que es estable y capaz de retener a los farmacos por mayor
tiempo que las nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS); y por ultimo tenemos la
estructura multiple, formada cuando el bioactivo es solubilizado en el lipido liquido
y al ser mezclado con el lipido sélido se forman gotas dentro de una matriz solida
al momento de reducir la temperatura a la del ambiente (Fang et al., 2013; Tamjidi
et al., 2013).
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2.7Praziquantel incorporado a nanoparticulas

Aunque no haya reportes del uso de nanoparticulas cargadas con PZQ para el
control de enfermedades en peces, Ribeiro de Souza et al. (2012) lo incorporaron
a NLS de acido estearico con el fin de mejorar el tratamiento contra la
esquistosomiasis. Ellas obtuvieron formulaciones estables a temperatura ambiente
mediante el proceso de microemulsion (O/W), utilizando un homogenizador de alto
cizallamiento. En otro estudio, Ribeiro de Souza et al. (2014) evaluaron la
permeabilidad intestinal, la toxicidad en HepG2 y el efecto in vitro de NLS
cargadas de PZQ en cultivos de Schistosoma mansoni, donde observaron que el
uso de NLS funciona como reservorio, ya que encontraron una menor cantidad de
farmaco absorbido en el intestino, en comparacion con el tratamiento de PZQ
libre. También, obtuvieron resultados favorables de toxicidad y del efecto
antihelmintico utilizando dosis de 25 y 50 pug mLt. Mencionan los autores que el
uso de NLS es una estrategia efectiva para el tratamiento via oral de la
esquistosomiasis. De igual manera, Mishra et al. (2014) estudiaron la distribucion
linfatica, a través del intestino, de una formulacién de PZQ dentro de una matriz de
tripalmitrina. La formulacion fue fabricada por homogenizacion con ayuda de un
homogenizador de alto cizallamiento, seguido de un proceso de ultrasonicacion;
comparada con una suspension de farmaco libre, las nanoparticulas presentaron
valores mayores en cuanto a vida media, tiempo de concentracibn maxima y
tiempo medio de permanencia en el hospedero.

A pesar de las ventajas que las NLS presentan como sistema de entrega via oral,
el porcentaje de encapsulacion y tiempo de retencion dentro de la nanoparticula
se podrian mejorar. Varios investigadores han propuesto el uso de portadores
lipidicos nanoestructurados (NLC) como una opcion viable para atender dichas
limitaciones, ya que al combinar en su matriz a lipidos sélidos y liquidos,
promueven la formacion de compartimentos otorgando mayor espacio para

incorporar sustancias activas (Aditya et al, 2014; Kolenyak dos Santos, 2014;



13

Kolenyak dos Santos, 2011; Kolenyak dos Santos et al., 2014; Mitri et al., 2011,
Muller et al., 2002; Ribeiro de Souza et al., 2012; Tamijidi et al., 2013; Zheng,
2013). Particularmente, Kolenyak dos Santos (2014, 2011) incorporo al PZQ en
NLC, utilizando las técnicas de homogenizacion de alto cizallamiento y ultra
sonicacion. Se propone en el presente trabajo una formulacién de NLC-PZQ, que
recubra al farmaco y lo dirija a la piel para cumplir su funcién antiparasitaria en
peces de S. rivoliana como alternativa para controlar las infestaciones por

Neobenedenia sp.
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3. HIPOTESIS

3.1 Pregunta cientifica

¢Seran las NLS un vehiculo adecuado para la administracion de activos
destinados al control de infestaciones de Neobenedenia sp. en granjas de cultivo

de jurel Seriola rivoliana?

3.2 Hipotesis

Considerando que el Praziquantel ejerce una fuerte actividad antiparasitaria contra
Neobenedenia sp., pero que este compuesto genera alteraciones organolépticas
al alimento al grado que peces infestados con el parasito rechazan por completo el
alimento medicado con Praziquantel, luego entonces su incorporaciéon en
nanoparticulas lipidicas de fase soélida, resultaria en una alternativa efectiva para
la medicacion de peces infestados por Neobenedenia sp. via oral a través del

alimento.



15

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Incorporar praziquantel a nanoparticulas lipidicas soélidas, y administrarlas via oral
para usarlas como control de infestaciones por Neobenedenia sp. en cultivos de

Seriola rivoliana.
4.2 Objetivos particulares

1. Desarrollar una formulacion de praziquantel en nanoportadores lipidicos, y

evaluar sus propiedades fisicoquimicas.

2. Evaluar la aceptacion de las nanoparticulas con praziquantel, incorporadas

a un alimento, por parte de S. rivoliana.

3. Analizar in vitro la actividad antihelmintica de los NLC cargados con PZQ

contra Neobenedenia sp.
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5. JUSTIFICACION

5.1 Importancia Cientifica

Considerando el potencial de la aplicaciéon de sistemas nanoparticulados en el
campo de la medicina y la veterinaria, esta investigacion aportara conocimientos
basicos sobre la administracion de farmacos via oral en cultivos marinos. La

cinética de liberacion en S. rivoliana también sera un aporte para la ciencia basica.

5.2 Importancia Tecnoldgica

Se esta proponiendo una formulacion eficiente en el suministro de un farmaco a
medios de cultivo de peces marinos, con las bondades que los nanoportadores
lipidicos pueden ofrecernos, como ser biodegradable y, proteger y dirigir la

sustancia activa hasta llegar a su destino funcional.

5.3 Importancia para el Desarrollo

5.3.1 Pertinencia Econdémica
Mejoraria la produccion de S. rivoliana, pez de alto valor en el mercado oriental.
Ademas de disminuir costos en tratamiento, ya que los nanoportadores lipidicos
ademas de proteger al farmaco lo liberan sostenidamente, lo que disminuiria la

dosis de administracion.

5.3.2 Pertinencia Ambiental
Por ser biodegradables los portadores lipidicos no dejarian rastro en el medio
marino, pues los lipidos seran tomados como alimentos ordinarios a la hora de la

digestion.
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5.3.3 Pertinencia Social
Se esta proponiendo un vehiculo con potencial eficiencia en el combate contra el
parasito de S. rivoliana, ademas el praziquantel es usado en la medicina lo que

aportara por otro lado un avance al suministro de farmacos al cuerpo humano.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Incorporacién de Praziquantel a nanoportadores lipidicos

Para formular las nanoparticulas cargadas de praziquantel, se siguidé la
metodologia desarrollada por Kolenyak-Santos (2011). Brevemente, la suspensién
acuosa de las nanoparticulas se elabord por la técnica de sonicacion; se utilizd
acido esteérico, aceite de higado de bacalao y praziquantel (PZQ) para formar el
esqueleto lipidico de los nanoportadores, mientras que a la fase acuosa se agregé
una mezcla de polisorbato-20 y Brij-C10. La fase lipidica fue calentada hasta 75
°C, mientras que la mezcla de tensoactivos fue disuelta en agua purificada a una
temperatura similar que los lipidos. Posteriormente, la fase acuosa fue agregada a
la fase lipidica en agitacion para formar una pre-emulsion, misma que fue

sometida a un proceso de sonicacion durante 20 minutos.

6.2 Formulacién del nanoportador

La matriz lipidica fue compuesta de acido esteérico, dando rigidez, y aceite de
higado de bacalao como formador de compartimentos dentro de la nanopatrticula,
como fase dispersante se utilizé una mezcla de tensoactivos disueltos en agua
mili-Q. La fabricacion del nanoportador se llevé a cabo en dos fases, se evaluaron
cuatro proporciones del sistema lipidico y dos concentraciones de tensoactivo. La
tabla Il muestra las formulaciones analizadas. Cabe mencionar que las
formulaciones se sometieron a una prueba de estabilidad acelerada por medio de

centrifugacion (5000 rpm durante 10 minutos).
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Tabla Il. Formulaciones de nanoportadores para determinar la proporcion de
aceite de acido estearico! e higado de bacalao? en la fase lipidica.

. FASE LIPIDICA
FORMULACION AEL(%) AHB2(%) TENSOACTIVO (P80, %)
F1 80 20 5
F2 60 40 5
F3 40 60 5
F4 20 80 5
F5 80 20 1
F6 60 40 1
F7 40 60 1
F8 20 80 1

Con el fin de encontrar el balance hidrofilico-lipofilico (HLB), para optimizar la

estabilidad de los NLC, se realizaron formulaciones con diferentes sistemas de

tensoactivos, usando la proporcion AE:AHB de 4:6.

El HLB se calcul6 con la ecuacion de Griffin:

HLB = HLB, * f, + HLBg * fp(1)

Donde: HLB es el balance hidrofilico-lipofilico del sistema, HLBay HLBs son los

valores de HLB para cada tensoactivo, fa y fs son las proporciones de cada

tensoactivo en el sistema.

Tabla lll. Sistemas de tensoactivos evaluados en la produccion de NLC.

Formulacion Brij-C10 Polisorbato-20 Concentracion (%)
El 50 50 2.5
E2 0 100 2.5
E3 100 0 5
E4 70 30 2.5
ES 70 30 1
E6 100 0 1
E7 30 70 5
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Después de una prueba acelerada de estabilidad por centrifugacién
(1000rpm/5min), se incorporé PZQ (9%, w/w) a E4, E5 y E6.

6.3 Caracterizacion fisicoquimica de los nanoportadores

e Tamafio de particula y potencial Z
Para evaluar la estabilidad fisica de la formulacion conforme al tiempo. Se midi6
semanalmente el diametro de particula, indice de polidispersidad y potencial Z
(PZ2), con la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) usando un Malvern®
Nanosizer ZS.

e Microscopia electronica de barrido
Para conocer la morfologia de las particulas y del farmaco, se observaron
muestras de NLC, PZQ-NLC y PZQ a través de microscopia electrénica de
barrido. Las muestras fueron recubiertas con carbono previo al andlisis.

e Eficiencia de encapsulacion (EE%)
Para cuantificar por espectrofotometria la cantidad de PzZQ fuera de los
nanoportadores, la solucibn de PZQ-NLC fue sometida a centrifugacion
(3000rpm/3min) dentro de filtros Amicon, el sobrenadante (farmaco no
encapsulado) fue diluido en etanol.

e Cuantificacion de praziquantel por espectrofotometria UV-Vis
El método UV-Vis fue validado de acuerdo al Consejo Internacional de
Armonizacion(ICH) de los requisitos técnicos para el registro de medicamentos de
uso humano y la guia para validacion de Métodos Bioanaliticos y Analiticos (RDC
899) de la Agencia Nacional Brasilefia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). El
método de cuantificacion de PZQ fue desarrollado con el espectrofotbmetro
Agilent® Cary 60, determinando los parametros de: linealidad, exactitud, precision,
robustez, limite de deteccion y limite de cuantificacion.
La linealidad se obtuvo con soluciones de PZQ entre 0.1 y 0.8 mg mL1a
Amax=264nm. El pardmetro se evalud por triplicado. La precision y repetitividad

fueron verificadas analizando tres concentraciones diferentes (0.1, 0.4 and 0.8mg
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mL1) por triplicado a través de dias, lecturas y analista. La exactitud también se
determind en las concentraciones mencionadas, por triplicado. Los limites de
deteccién y cuantificacion se alcanzaron disminuyendo la concentracion de PZQ al
menor nivel detectado (0.1, 0.08 y 0.06 mg mL™) y calculando el error estandar y
la pendiente de la curva de calibracion usando la ecuacion de regresion lineal. La
robustez fue verificada durante el andlisis de una solucién de PZQ a 0.4 mg mL,
la cual se expuso a dos tipos de luz (amarilla y blanca), diferentes temperaturas

(25y 4°C)yleidaalas 0y 24 h después de su preparacion.

6.4 Preparacién del alimento medicado

La fabricaciéon de alimento medicado se llevé a cabo en la planta de produccién de
alimento del CIBNOR, se utilizé alimento comercial Skretting®, alginato de sodio
como aglutinante, y las diferentes formulaciones de praziquantel a comparar. La
tabla IV muestra los porcentajes utilizados en cada uno de los alimentos utilizados

en el ensayo.

Tabla IV. Formulaciones de alimento medicado con praziguantel.
PZQ libre (%) PZQ Encapsulado (%) Control (%)

Alimento
Skretting 96.50 41.44 97.00
Alginato 3.00 3.00 3.00
de sodio

PZQ 0.50 0.00 0.00
NLC con

PZO 0.00 55.56 0.00
NLC sin

PZQ 0.00 0.00 0.00

TOTAL 100.00 100.00 100.00
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6.5 Condiciones ambientales

Los peces utilizados para los ensayos fueron cultivados en tanques de
aproximadamente 1000 L, con un flujo de recambio de 100%/24h, a una
temperatura promedio de 25°C.

El experimento de actividad antihelmintica in vitro con los alimentos fabricados se

mantuvo a una temperatura promedio de 25°C, en agua de mar.

6.6 Bioensayo de aceptaciéon del alimento medicado por Seriola rivoliana

Para observar la aceptacion al alimento medicado con PZQ, se suministrdo a
jureles y robalos la cantidad necesaria para alcanzar la dosis de 50mg Kg™.El
ensayo duré cuatro semanas (4 fases dependiendo el tipo del alimento que se les
administré). Durante 7 dias se alimentd a los peces con alimento control,
posteriormente, comenz6 la fase de desensibilizacion al portador, asperjando
particulas sin praziquantel al alimento control, una vez confirmado que los peces
se alimentaban sin problemas, se pasé a la medicacion, primeramente con PZQ
libre en el alimento vy, la siguiente semana suministrando el alimento mezclado con
la formulacion de nanoparticulas. Los peces fueron grabados con una camara
subacuatica mientras se les arrojaba el alimento para observar su
comportamiento, en ambas especies se pudo lograr que los peces comieran del
alimento con E4P, sin embargo, no vimos diferencia en la ingesta con el farmaco

libre.

6.7Actividad antihelmintica del alimento cargado con praziquantel

encapsulado

Para probar la actividad de los portadores cargados con praziquantel, se realizo

un ensayo in vitro colocando monogéneos del género Neobenedenia en pocillos
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con agua marina, los tratamientos analizados fueron: PZQ libre, los alimentos
fabricados para los ensayos de aceptacion por el pez, y un control con agua
marina. Se hicieron observaciones cada hora durante 6 horas y una observacion
mas a las 18 h. Se utilizaron parametros como produccién de huevos,
comportamiento del individuo, adhesion a la superficie, y muerte. Se utilizaron 6
pocillos por tratamiento. Cabe mencionar que se realizé un andlisis estadistico
para identificar la existencia de diferencias en cuanto a la produccién de huevos

en cada tratamiento.

6.8 Colecta de parésitos

Los adultos de Neobenedenia sp. fueron extraidos de peces (S. rivoliana)
infestados, utilizando la técnica de “raspado” de piel. Antes de comenzar el
raspado los peces fueron sedados con un bafio de eugenol (0.125 mL/L) para
facilitar la manipulacion mientras se obtenian los monogéneos. El raspado se
realizd con aguja y espatula, para después colocar a los individuos en placas de 6

pocillos (2 parésitos/pocillo).

6.9 Analisis estadistico

Para verificar la normalidad del conjunto de datos se realiz6 una prueba Shapiro-
Wilk. Posteriormente, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para
saber si existian diferencias significativas entre al menos uno de los tratamientos
analizados. Finalmente, se corri6 la prueba de Wilcoxon, que comprar a cada uno
de los tratamientos y determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Se tom6 en cuenta un a=0.05 en cada analisis. Los

andlisis estadisticos se desarrollaron en R.
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7. RESULTADOS

7.1 Formulacion de los nanoportadores lipidicos

Después de la prueba de estabilidad acelerada F5, F6 y F7 fueron descartadas
(Tabla II). El tamafio promedio de las particulas con 5% de tensoactivo vario entre
los 120 y 400nm, el cual incrementé directamente a la proporciéon de acido
estearico en la formulacién.F8 (1% de P80) presentd un diametro de particula de
200nm. El PdI varié de acuerdo a la proporcion AE:AHB entre las formulaciones
con 5 % de P80 (0.250 - 0.650), F1 presentd el mejor resultado, no obstante, F8
mostré un Pdl estable (~0.250) en un lapso de 5 semanas. La Fig. 1 muestra el
comportamiento del tamafio de las formulaciones analizadas, y los Pdl

determinados.
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Figura 1.Evolucion del tamafio de los nanoportadores con respecto al tiempo (los
nameros en las marcas indican el valor de Pdl).
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7.1.1 Determinacidon del sistema de tensoactivos

Los valores de HLB resultantes de las mezclas de tensoactivos se muestran en la

tabla V donde se pueden observar valores de 12 a 16.7.

Tabla V. Valores de HLB resultantes de los sistemas
de tensoactivos empleados para preparar las
formulaciones de PZQ incorporado a NLC.

Experimento Formulacion HLB

El 4:6_C10s50:P2050[2.5] 14.35
E2 4:6_P20[2.5] 16.7
E3 4:6_C10[5] 12
E4 4:6_C1070:P2030[2.5] 13.41
E5 4:6_C1070:P2030[1] 13.41
E6 4:6_C10100 [1] 12
E7 4:6_C1030:P2070[5] 15.29

* Nomenclatura: F_T21e:T2y[tensoactivo w/w]

C10 = Brij C10

T20 = Polisorbato-20
Después de la incorporacion de PZQ a E4, E5 y E6, sblo E4 presentd estabilidad.
A partir de aqui se referirh como la formulacibn E4P a las formulaciones con

praziquantel incorporado.

7.1.2 Caracterizacion fisicoquimica

e Estabilidad
La formulacion E4P se mantuvo estable durante al menos 2 meses, presentando
un tamafio de particula de 200nm de didmetro, el indice de polidispersidad de 0.27
+0.02 con un potencial Z de -30 £2 mV.

e Microscopia electronica de barrido
Los NLC resultantes presentan una forma de esférica a ovoide, ademas se obtuvo
una medicion de particula mayor a la arrojada por DLS. La figura 2 muestra una

fotografia del analisis.
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Figura 2.Fotografia de nanoparticulas cargadas con praziquantel por microscopia
electronica de barrido. Mostrando la morfologia ovoide de los nanoportadores.

e Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
La Fig. 3 muestra los espectros de absorcion en infrarrojo de PZQ, E4 y E4P,
donde se observan bandas interesantes cercanas a 700, 1100, 1400 y 1600 ondas
cm? correspondientes a los grupos funcionales de la molécula del farmaco los

cuales se ocultan en las formulaciones de nanoportadores lipidicos.

A\\\(\f YT T
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Figura 3.Espectros de FT-IR para praziquantel (azul), E4 (rojo) y E4P (verde).
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¢ Eficiencia de encapsulacion (EE%)
La longitud de onda utlizada en el método de cuantificacion por
espectrofotometria UV-Vis validado (seccibn de métodos) fue de 264nm. La
eficiencia de encapsulacion de E4P alcanzo6 un 85+1 %.

7.2 Bioensayos de aceptacion al alimento medicado

Los porcentajes de humedad iniciales de los alimentos fabricados se encuentran
en la Tabla VI, cabe sefialar que el alimento control fue roseado con E4 para tener
un cuarto tratamiento (blanco), los cuatro alimentos fabricados se hundieron en el
agua.

Tabla VI. Porcentaje de humedad de los alimentos
fabricados para el ensayo de palatabilidad.

Alimento Humedad (%)
Control 4.3
Praziquantel libre 5.5
Nanoportadores con PZQ 7.6

Se fabrico alimento “pelletizado” con un diametro de 4mm y cortado en trozos de
10mm cada uno para asegurar que los peces fueran capaces de ingerirlo sin

problemas.

7.2.1 Palatabilidad

La alimentacion con PZQ encapsulado a jureles resultd satisfactoria, logrando que
los 20 peces alimentados ingirieran sin problemas los “pellets”, alcanzando la
cantidad necesaria para administrar una dosis de 50mg kg™*. En el caso de los
robalos, debido a su comportamiento alimenticio no fue posible observar que los
10 peces en el tanque buscaran el alimento, sin embargo, los que buscaron el

alimento lo ingirieron sin problema alguno.
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7.3 Actividad antihelmintica de los alimentos medicados

Los monogéneos tratados con PZQ en cualquier modalidad se desprendieron de
las placas en menos de una hora, a diferencia de los tratamientos en los que s6lo
se empleo alimento control y alimento con E4. Cabe sefialar que los monogéneos
tratados con PZQ, ya sea encapsulado o libre, continuaron dando sefiales de vida
como espasmos y contracciones leves durante 6h, sin embargo se contaron como
muertos pues ya no habria posibilidad de seguirse alimentando del mucus en una
situacién natural, lo que conllevaria a la muerte. Un punto importante es la
produccién de huevos durante el experimento (Fig. 4), la cual disminuy6 en los
tratamientos con farmaco, mientras que los organismos con los tratamientos
control y blanco siguieron produciendo huevos, al menos durante 18hde

observacion.
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Figura 4.Produccion de huevos de Neobenedenia sp.al8 h del ensayo de
actividad antihelmintica con alimentos medicados.

El conjunto de datos los tratamientos no presentaron una distribucion normal, por
lo que se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, por la cual se

determind que existen diferencias significativas entre los tratamientos(p=2.707e-
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05).Lo anterior, quiere decir que existe una influencia de los tratamientos en
cuanto a la produccion de huevos, la prueba de Wilcoxon nos mostré que existe
diferencia entre los tratamientos con PZQ (libre, incorporado al alimento,
encapsulado) y los que no contenian al farmaco en ninguna de las presentaciones
(p=0.0072). También se determiné que no existe diferencia significativa entre el
tratamiento de alimento con E4P comparado con el PZQ incorporado al alimento

(p=0.8298), ni con el tratamiento de farmaco disuelto en el agua (p=1.000).
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8. DISCUSION

8.1 Formulacién de Praziquantel encapsulado en nanoportadores lipidicos

En cuanto a la formulacion de nanoportadores, el aceite de higado de bacalao
proporcioné un medio que disuelve al farmaco para la formacién de gotas en
compartimentos; ademas contribuyé con un sabor que mejora la palatabilidad del
sistema, punto importante en el uso de NLC como vehiculo del PZQ. Las
proporciones de lipidos en el sistema determinaron la estructura del portador
(Kolenyak-Santos et al., 2014), caracteristica que favorecié la disposicion del
activo incorporado, es decir al usar una proporcion 4:6 de AE:AHB aseguramos
gue la mayoria del aceite esté inmerso en una matriz solida de acido esteérico, si
bien pudimos haber una concentracion menor de aceite, nuestro objetivo es
esconder al farmaco, sumando la razén de que en las pruebas de estabilidad
dicha proporcién fue la mas favorable para nuestro sistema. De los tres tipos de
estructura propuestos en la literatura, el sistema formulado presenta una matriz de
estructura mdaltiple, pues el farmaco fue disuelto en el aceite a priori la agregacion
del &cido estearico. El espectro de FT-IR corroboré que el farmaco se encontraba
dentro de los portadores, pues comparando nuestros resultados con los de
Kolenyak-Santos (2011) observamos cémo las bandas correspondientes a los
enlaces del PZQ (1639.60; 1492.84; 1438.26 cm™ asignada para anillos
aromaticos, la sefial en 1126.86 cm™ la cual se asigna a los enlaces C-N y, otra
sefial en 767.11 cm™ correspondiente al grupo piranozin) no estaban en las
muestras de E4P analizadas, en comparacion con la muestra de PZQ (Fig. 3). Por
lo anterior, se determina que el farmaco esta inmerso en gotas de aceite rodeadas
por una corteza soélida de acido estearico. El diametro de las particulas en el
sistema (~200nm) fue favorable para el transporte pasivo hacia el sistema
linfatico, como lo mencionan Das y Chaudhury(2011), el cual promueve la entrada

del farmaco en mayor proporcion no metabolizada al torrente sanguineo, logrando
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disminuir la cantidad de PZQ suministrado al cultivo, reduciendo el costo para el
control de parasitos helminticos, pues el farmaco es eficiente no solo para
ectoparasitos monogéneos, como lo reporta el equipo de la doctora Daflon
Gremido al utilizar NLS y NLC para el control de la esquistosomiasis (Kolenyak-
Santos et al, 2014; Ribeiro de Souza et al.,, 2014). El diametro de los NLC
observados en el microscopio de barrido (Fig. 2) fue mayor que lo medido con la
técnica de DLS, esto debido a que el procesamiento de las muestras para
microscopia electronica involucra el secado de las mismas, lo cual al evaporar el
medio dispersante en este caso el agua, promueve la agregacién de las

particulas, aun asi el tamafio solo aumenté 100 nm.

8.2 Aceptacion de las nanoparticulas con praziquantel por parte de S.

rivoliana.

Aun obteniendo resultados favorables para controlar monogéneos en cultivos de
S. rivoliana via oral por medio del alimento, no se mostro rechazo al alimento que
sélo contenia al farmaco mezclado en pellet, contrario a lo que reportan Forwood
et al. (2013), los videos obtenidos a la hora de la alimentacién mostraron como los
jureles tragaban sin regurgitar el alimento, tanto de PZQ como el de E4P, esto
podria deberse al comportamiento voraz que la especie muestra, no obstante el
objetivo de esta investigacion es proteger al farmaco para que llegue hasta la piel,
suministrandolo en la menor cantidad posible para igualar la dosis propuesta en la
literatura que es de 40mgkg*PC (Tubbs y Tingle, 2006), cabe sefalar que en el
laboratorio de parasitologia del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
ya se trabaja con dicho farmaco, utilizando una dosis de 50 mgkg*PC y en la
experiencia del equipo se ha observado el rechazo de capsulas envueltas en
alimento. Por otro lado los robalos utilizados como control también fueron
filmados, y efectivamente se comieron los trozos de alimento con E4P, sin

embargo, el comportamiento de alimentacion que mostraron era un tanto
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jerarquico, es decir, primero comia uno y después le seguian los demés, dentro de
lo poco que se pudo observar es que los pellets con PZQ tragados por los robalos
fueron regurgitados, sin embargo, por el patron de conducta descrito
anteriormente no podria proponer el método de control para esta especie pues no
sabriamos si realmente la mayoria del estanque comeria la dosis necesaria para

eliminar al parasito. Queda probar el alimento formulado en otras especies.

8.3 Actividad antihelmintica in vitro de los NLC contra Neobenedenia sp.

Si bien es sabido que al desprenderse el parasito y ser incapaz de anclarse a otro
hospedero, seguira la muerte del monogéneo, es importante saber si existe la
produccion de huevos (Trasvifia-Moreno et al.,, 2017). La figura 4, muestra la
produccion de huevos durante el tiempo de observacion del experimento, se
observa en el gréfico que existe una excepcién en el tratamiento del agua de mar,
esto pudo haberse debido a la extraccion de los monogéneos durante el raspado
epitelial del pez. El anadlisis estadistico realizado en el experimento consistio de
pruebas no paramétricas, pues al tener en su mayoria ceros, los datos de
produccién de huevos en los tratamientos con PZQ no pudieron ser corregidos o
elevados para utilizarlos dentro de una distribucién normal. Datos interesantes en
el experimento es que al menos en la produccion de huevos “post-
desprendimiento de la placa’, los tratamientos de alimento-E4P y PZQ libre no
presentaron diferencias estadisticamente significativas, por lo que se tiene un
efecto similar en ambos tratamientos lo cual indica un resultado favorable para
esta investigacion. Esto entonces, apuesta al uso de nanopatrticulas lipidicas en el
tratamiento de peces via oral, reduciendo asi el trabajo (mano de obra) y el estrés
del cultivo, ademas, que al ser fabricadas por componentes de bajo costo, reduce
considerablemente el costo de produccién, por lo que aumenta las ganancias del
acuicultor. Cabe sefalar que la formulacion desarrollada puede ser empleada en

otros casos de infestaciones por helmintos, pues el PZQ es de amplio espectro,
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incluso en ganaderia, 0 en la medicina, pues como el equipo de la doctora
DaflonGremido reporta, las nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas de PZQ

mejoran el tratamiento contra la esquistosomiasis



34

9. CONCLUSIONES

El uso de la técnica de ultrasonicacién para formular NLC cargados de PZQ
resulto eficiente. Obteniendo particulas con un diametro de 200nm en un sistema

estable a temperatura de refrigeracion durante al menos 6 meses.

El HLB requerido para la formulacién de PZQ fue de 13.41, conseguido con la
combinacion de los tensoactivos Brij-C10 y Polisorbato-20 en una proporcion de

70-30%, respectivamente.

Aunque el método de cuantificacion por espectrofotometria UV-Vis fue
desarrollado, es recomendable utilizar métodos mas precisos para evaluar el

porcentaje de encapsulacion, por ejemplo, uso de HPLC.

Es posible la fabricacién de alimento ““pelletizado™ sin perder las caracteristicas
del portador, pues las temperaturas utilizadas en el proceso no sobrepasan los

40°C, mientras que el acido esteérico tiene un punto de fusién de 69.28°C.

El alimento con E4P es una alternativa potencial como control de Neobenedenia
sp. en el experimento in vitro. Pues ademas de desprender a los parasitos de la
superficie de contacto, redujo la produccién de huevos, lo que propone una
reduccion en la segunda generacion de adultos post tratamiento.
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